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Železo a měď jsou esenciální stopové prvky, jež hrají roli v řadě fyziologických 
procesů v lidském organismu. Homeostáza těchto přechodných kovů je pečlivě 
regulována, neboť volné či labilně vázané železo nebo měď katalyzují tvorbu volných 
radikálů. Hereditární hemochromatóza, transfuzní hemosideróza a Wilsonova choroba 
představují stavy spojené s absolutním nadbytkem železa a mědi v organismu. Pro jejich 
léčbu mají zásadní význam chelátory těchto kovů. Existuje však několik dalších 
onemocnění, u nichž je dokumentováno zapojení železa a/nebo mědi do patofyziologie. 
Jedná se především o neurodegenerativní onemocnění, kardiovaskulární choroby, 
nádorová onemocnění či diabetes mellitus. V těchto potenciálních indikacích jsou 
zkoumány nejrůznější látky s chelatačními schopnostmi. 
Cílem této disertační práce bylo provést screening látek chelatujících železo 
a měď a detailněji studovat vlastnosti těchto látek v in vitro a in vivo experimentech.  
V rámci in vitro studií byly zkoumány chelatační vlastnosti syntetických 
i přírodních látek vůči mědi, pomocí vyvinuté spektrofotometrické metodiky využívající 






mědi D-penicilamin je oproti jiným látkám poměrně slabým chelátorem mědi 
s výraznými redukčními vlastnostmi. Řada flavonoidů vykázala schopnost vázat měď, 
silnými chelátory však byly především 3-hydroxyflavon, kempferol a baikalein. 
V návaznosti na přechozí výzkum skupiny byly také detailněji sledovány schopnosti 
redukovat železo a vliv na železem katalyzovanou Fentonovu reakci u flavonoidů. Tyto 
látky byly schopné redukovat ionty železa pouze v kyselém prostředí, přičemž 
prooxidační aktivita byla zjištěna zejména ve skupině flavonolů. Pro plnou 
charakterizaci interakcí nových nebo známých chelátorů byl vyvinut nový přístup ke 
stanovení stechiometrie komplexu přechodný kov-chelátor využívající matematických 
výpočtů. V porovnání se standardní Jobovou metodou se jeví jako výhodný zejména 
v případech slabších chelátorů. 
V rámci in vivo studií byla publikována práce s perorální sedmidenní 
premedikací kvercetinem u potkanů. Tento přístup nebyl schopen ochránit 
kardiovaskulární systém před akutním poškozením katecholaminy. Kvercetin však 
ovlivnil některé hemodynamické parametry a v kontrolní skupině snížil odpověď aorty 
na vazokonstrikční podnět. Další práce s D-penicilaminem na stejné téma je v současné 
době ve fázi přípravy publikace a analogická studie s rutinem v recenzním řízení. 
Závěrem lze shrnout, že celá paleta látek byla testována pro chelatační účinky 
mědi. Studovány byly rovněž další důležité vlastnosti chelátorů, jako je redukční 
a prooxidační aktivita či stechiometrie komplexu. Vyvinuté in vitro metody mohou 
navíc podpořit další výzkum v této oblasti. Účinné chelátory byly nalezeny ve skupině 
flavonoidů, ty však vykazují složité interakce s oběma kovy. Takovým příkladem je 
i kvercetin, jenž nebyl in vivo schopen zabránit komplexnímu kardiotoxickému 
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 Iron and copper are essential trace elements which play a role in a series of 
physiological processes in human organism. Homeostasis of these transition metals is 
meticulously regulated since free or loosely bound iron and copper can catalyse the 
production of free radicals. Hereditary hemochromatosis, transfusion hemosiderosis and 
Wilson´s disease are associated with absolute iron and copper overload in the organism. 
Transition metal chelators have crucial significance for the treatment of these states. 
There are several other diseases with documented involvement of iron and/or copper in 
their pathophysiology. Examples are primarily neurodegenerative diseases, cardio-
vascular diseases, tumours and diabetes mellitus. Various chelating compounds are 
examined in these possible indications. 
The aim of this doctoral thesis was to perform a screening of iron- and copper-
chelating substances and to study their properties in detail using in vitro and in vivo 
experiments. 
Copper-chelating properties of synthetic as well as natural substances were 






bathocuproinedisulphonate or hematoxylin. In contrast to other compounds, the 
clinically used copper chelator D-penicillamine was shown as a relatively weak copper-
chelator, which possesses marked reducing properties. Many flavonoids were able to 
bind copper; however, potent chelators were especially 3-hydroxyflavone, kaempferol 
and baicalein. Iron-reducing properties and influence on the iron-catalysed Fenton 
reaction were also investigated in a series of flavonoids. These compounds reduced 
ferric ions only under acidic conditions and pro-oxidant activity was found particularly 
in flavonols. Novel approach aimed at the determination of transition metal-chelator 
complex stoichiometry based on mathematical calculations was developed. In 
comparison with the standard Job´s method, the approach appeared to be advantageous 
especially in the cases of moderately active chelators. 
 An in vivo study concerning oral administration of quercetin for seven days in 
rats has been published. This approach was unable to protect cardiovascular system 
against acute catecholamine cardiotoxicity. However, quercetin affected some 
haemodynamic parameters and decreased the responsiveness of aorta to 
vasoconstriction in control group. Other data concerning the effect of D-penicillamine 
are currently being prepared for publication and a similar experiment with rutin is in a 
peer-review process. 
 In conclusion, a spectrum of substances was tested for copper-chelating effects. 
Other important properties of chelators were investigated, such as reducing and pro-
oxidant activities or the complex stoichiometry. Moreover, the developed in vitro 
methods may promote research in this field. Potent chelators were observed among 
flavonoids which showed numerous interactions with both metals. Quercetin represents 
such an example. It was unable to protect against complex catecholamine cardiotoxic 
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Přechodné kovy železo a měď jsou stopové prvky s nezastupitelným významem 
pro lidský organismus, neboť jsou součástí celé řady enzymů a dalších proteinů. 
Homeostáza železa a mědi je v lidském těle pečlivě regulována důmyslnými 
mechanismy. Její narušení jak genetickými faktory, tak vlivy vnějšího prostředí vede 
k nežádoucímu působení těchto kovů. Volné či labilně vázané železo a měď jsou totiž 
účinnými katalyzátory reakcí vedoucích k tvorbě vysoce toxických volných radikálů.  
Kromě stavů chronického přetížení organismu železem a Wilsonovy choroby, 
spojených s rozvratem homeostázy železa, respektive mědi, existuje několik dalších 
onemocnění či poruch, u nichž je dokumentována souvislost s přechodnými kovy. Jedná 
se o neurodegenerativní onemocnění, zejména Alzheimerovu a Parkinsonovu chorobu, 
kardiovaskulární onemocnění, nádorová onemocnění nebo diabetes mellitus. 
Chelátory jsou organické vícevazné sloučeniny tvořící komplexy s kovy. 
Základním rysem jejich účinku je schopnost vytvořit komplex, v němž je přechodný 
kov redoxně neaktivní a může být vyloučen z organismu. Mimo uplatnění v terapii 
otrav těžkými kovy jsou chelátory klinicky používány především pro léčbu chronického 
přetížení železem vyvolaným opakovanými krevními transfuzemi a Wilsonovy choroby.  
Celá paleta dalších chelátorů železa a/nebo mědi je experimentálně nebo 
dokonce v klinických zkouškách studována pro léčbu stavů spojených s nerovnováhou 
těchto kovů. Vzhledem k poměrně úzkému klinickému využití v současné praxi a na 
druhou stranu velkému terapeutickému potenciálu u různých onemocnění je žádoucí 
nalézat nové látky schopné příznivě ovlivnit dysbalanci přechodných kovů v lidském 
těle. Aby bylo možné takové látky uplatnit v terapii chorob, není dostačující pouze 






2. Teoretická část 
2.1. Úloha a kinetika železa a mědi v lidském organismu 
Přechodné kovy železo (lat. ferrum, Fe) a měď (lat. cuprum, Cu) hrají důležitou 
roli v široké paletě biologických procesů v živých systémech. Společně s I, Co, Zn, Se, 
F a dalšími stopovými prvky tvoří přibližně pouze 0,01 % organismu. Nejsou nositeli 
energie, ale jsou nezbytnou složkou potravy (Trojan a Langmeier 2003). Homeostáza 
těchto prvků, pečlivě regulovaná mechanismy příjmu, transportu, skladování a vylučo-
vání, je udržována v přísných hranicích (Bertini a Cavallaro 2008, Tisato et al. 2010), 
neboť její narušení vede k některým významným patologickým stavům. Vzhledem 









Železo je jeden z nejhojnějších prvků v zemské kůře (Frey a Reed 2012). 
V biologických systémech existuje v oxidačních stavech +II a +III, tedy jako ionty 
železnaté a železité. Zatímco železnaté ionty jsou rozpustné v biologických tekutinách, 
oxidovaná forma železa je v podstatě nerozpustná ve vodě při neutrálním pH a rychle 
precipituje za vzniku hydroxidu železitého (Jones-Lee a Lee 2005). Železnaté ionty jsou 
navíc nestabilní ve vodném prostředí a jejich tendence reagovat s molekulárním 
kyslíkem za vzniku Fe3+ a radikálu superoxidového aniontu je podkladem toxicity 
tohoto kovu (Jones-Lee a Lee 2005). Navzdory určité nedostupnosti obou iontů železa 
je tento kov paradoxně klíčovým katalytickým místem enzymů a proteinů 
transportujících kyslík (Jomova a Valko 2011). 
Železo je nezbytné pro živé organismy, představuje totiž výkonný katalyzátor 
reakcí zahrnujících přenos elektronů (Geissler a Singh 2011). Vzhledem k vysoké 
reaktivitě a toxicitě volného železa musí být jeho chemická reaktivita v biologickém 
prostředí omezena vazbou s různými ligandy. V buněčných kompartmentech je téměř 
veškeré železo (> 95 %) vázáno na proteiny (Crichton 2001). I přesto zůstává malá část 
železa také ve formě označované jako labilní železo, které je redoxně aktivní a má 
význam pro metabolismus a homeostázu kovu (Cabantchik 2014). Fyziologicky 
nepředstavuje zřejmě žádné riziko, ale vzestup této frakce při různých patologických 
stavech, např. ischemii, je podkladem oxidativního poškození.  
Proteiny obsahují železo ve formě prostetické skupiny jako Fe/S klastry nebo 
hem, kov však může být přímo koordinován řetězci aminokyselin. Proteiny obsahující 
železo přenášejí nebo uchovávají kyslík, katalyzují metabolické, signalizační a anti-
mikrobiální redoxní reakce a transportují či skladují kov (Ganz 2013). Jejich přehled je 






Tabulka 1. Přehled proteinů obsahujících železo 




transport kyslíku (erytrocyty)  
uskladnění kyslíku (svaly) 
Hemové enzymy 
cytochromy a, b, c 
 
přenos elektronů 
přenos elektronů na molekulární kyslík na konci 
dýchacího řetězce (vyžadují též měď) 
cytochrom-c-oxidasa 
cytochrom P450 + b5 
duodenální cytochrom-b-reduktasa 1 
mikrosomální oxidasy, tzv. oxidasy se smíšenou funkcí 
fáze 1 biotransformace xenobiotik  




rozklad peroxidu vodíku 
rozklad peroxidů 
tvorba baktericidního chloristanu 




přeměna jodidu na jodičnan 
Nehemové enzymy obsahující železo 
ribonukleotidreduktasa přeměna ribonukleotidů na 2´-deoxyribonukleotidy 






cyklus kyseliny citronové a počáteční kroky oxidativní 
fosforylace 
aldehydoxidasa přeměna aldehydů na karboxylové kyseliny 
xantinoxidasa přeměna rozkladných produktů purinových bází 




syntéza katecholaminů, neurotransmiterů a melaninu 
prolylhydroxylasa 
lysylhydroxylasa 
syntéza kolagenu  






Celkový obsah železa v lidském těle je zhruba 3,5 g u žen a 4,0 g u mužů 
(Geissler a Singh 2011). U dospělých je většina železa přítomna v hemoglobinu 
uvnitř cirkulujících erytrocytů (60-70 %), kde plní esenciální funkci pro přenos kyslíku, 
a ve svalech v myoglobinu (10 %). Zbývající část (20-30 %) představuje železo zásobní 
a nachází se v játrech a retikuloendoteliálním systému jako feritin a hemosiderin 
(Muñoz et al. 2009, Geissler a Singh 2011). Pouze zhruba 1 % tělesného železa je 
inkorporováno v enzymech a méně než 0,2 % se vyskytuje v plasmě navázáno na 
transferin (Geissler a Singh 2011). Většina plasmatického železa pochází ze starých 
erytrocytů, recyklovaných makrofágy ve slezině a dalších orgánech (Ganz 2013). 
Vzhledem k významu železa pro lidský organismus a rizikům vyplývajícím 
z nedostatku, ale i nadbytku tohoto kovu musí existovat mechanismy, které za 
normálních podmínek udržují hladiny železa ve fyziologických mezích. Prvním a nej-
důležitějším místem regulace je gastrointestinální trakt. 
Železo je vstřebáváno v proximální části tenkého střeva, zejména duodenu. 
Fyziologicky se absorbuje 1-2 mg za den (Donovan a Andrews 2004). Protože lidský 
organismus postrádá aktivní exkreční mechanismus pro železo, musí být ztráty železa 
z těla v rovnováze s příjmem. Ztráty jsou převážně způsobené deskvamací epiteliálních 
povrchů (Green et al. 1968). Absorpce je tedy zásadním mechanismem regulujícím 
obsah železa v těle. V potravě se železo nachází v hemové a nehemové formě a ve 
formě feritinu, přičemž hlavní zdroj kovu představuje nehemové železo. Transport 
anorganické formy byl studován po desetiletí a je znám poměrně detailně. Nejdůležitější 
apikální přenašeč anorganického železa do buněk je transportér pro dvojmocné kovy 
(DMT1, z angl. divalent metal transporter), což je integrální transmembránový protein 
spřažený s elektrochemickým H+ gradientem z venku dovnitř buňky (Gunshin et al. 






trojmocné železo (Illing et al. 2012), proto je pro vstřebání anorganického železa 
nezbytná konverze železitých iontů na železnaté. Na přeměně oxidačního stavu se 
pravděpodobně podílejí enzymy reduktasy, zejména duodenální cytochrom-b-
reduktasa 1 (CYBRD1) (McKie et al. 2001), jejíž přesný význam však není dořešen, 
dále enzym, který je v anglické literatuře označován jako „cytochrome b558 ferric/cupric 
reductase“ (Knöpfel a Solioz 2002), a Steap2 (Steap z angl. six-transmembrane 
epithelial antigen of the prostate) (Ohgami et al. 2006). Co se týká absorpce hemového 
železa (obsaženého především v masných zdrojích), byl objeven apikálně exprimovaný 
intestinální hemový transportér (HCP1, z angl. heme carrier protein 1) (Shayeghi et al. 
2005), ale dle současných poznatků mu je přisuzována role hlavně v intestinálním 
přenosu folátů (odtud druhé označení PCFT, z angl. proton-coupled folate transporter) 
(Qiu et al. 2006).  
Pokud železo proniknuvší do buňky nemá být okamžitě využito nebo 
exportováno, musí být skladováno v cytoplasmě. Feritin je sférický heteropolymerní 
protein, který uvnitř své molekuly může uschovat velké množství železa, a to až 4500 
atomů (Mladěnka et al. 2005). Představuje tak zásobní formu železa, a co je důležité, 
udržuje nadbytečný kov v redoxně inaktivní formě. Železo je dopravováno k feritinu 
pomocí cytoplasmatických chaperonů (Shi et al. 2008). Rozpustná, na železo relativně 
chudá forma feritinu se nachází i v krevní plasmě (Cohen et al. 2010). Druhou 
sloučeninou skladující železo je hemosiderin (Iancu 1992).  
Jediný známý savčí přenašeč pro transport železa z buňky přes bazolaterální 
membránu je ferroportin (Slc40a1) (Le a Richardson 2002, Donovan et al. 2005). Jde 
o transmembránový protein exprimovaný na všech místech, kde železo přechází do 
plasmy, tedy na duodenálních enterocytech, makrofázích, hepatocytech a na bazálním 






transportuje Fe2+ ionty (a také Zn2+), přičemž buněčný export je závislý na členech 
rodiny ferroxidas obsahujících měď: hephaestinu (důležitém pro přenos železa 
z enterocytů do plasmy) (Vulpe et al. 1999, Eisenstein 2000) nebo ceruloplasminu 
(vysoce exprimovaném v játrech a sítnici) (Osaki et al. 1966, Eisenstein 2000) a zřejmě 
též zyklopenu (exprimovaném převážně v placentě) (Chen et al. 2010). Tyto proteiny 
oxidují železnaté ionty, vytvářejí tak jejich gradient, čímž usnadňují ferroportinem 
mediovaný eflux železa a umožňují vazbu železa na apotransferin (Osaki et al. 1966). 
Právě železité ionty mohou být vázány na plasmatický nosič železa, 
glykoprotein transferin. Ten může vázat až dva železité ionty. U lidí je plasmatický 
transferin fyziologicky saturovaný železem zhruba z 30 % (Brissot et al. 2012). 
Transferin představuje hlavní a nejdůležitější přenašeč železa, který dodává kov 
cílovým tkáním (Meyron-Holtz et al. 2011). Na druhé straně je ale známo, že savci bez 
transferinu mohou žít, jak vyplývá ze vzácných případů tzv. atransferinemie (Beutler 
et al. 2000). Transferin s navázaným železem (Fe-Tf) je z krve vychytáván specifickou 
vazbou na buněčné membránové receptory, transferinový receptor 1 (TfR1) a kubilin 
(Kozyraki et al. 2001). Funkce TfR2 je pravděpodobně odlišná, regulační (Camaschella 
et al. 2000, Mladěnka et al. 2005). Po endocytóze komplexu Fe-Tf/TfR dojde 
k acidifikaci vezikuly, uvolnění železa, jeho redukci na železnatou formu a konečně 
transportu do cytosolu prostřednictvím DMT1 (Graham et al. 2007). Obdobnou funkci 
jako transferin vykonává na sliznicích glykoprotein laktoferin, jenž má také 
antimikrobiální a protizánětlivé vlastnosti (Mladěnka et al. 2005). Železo se v plasmě za 
jistých podmínek může vyskytovat jako tzv. železo nevázané na transferin (v angl. non-
transferrin bound iron) (Brissot et al. 2012). Jedná se o železo vázané na ostatní 






(Grootveld et al. 1989). Hladiny této formy železa v plasmě jsou extrémně nízké a za 
normálních okolností nepřekračují 1 μmol.l-1 (Anderson 1999). 
Zásadní pochopení homeostázy železa a nové potenciální terapeutické možnosti 
přineslo relativně nedávné objevení hormonu hepcidinu, který má ústřední roli v systé-
mové homeostáze železa. Název odráží jednak místo původu tohoto hormonu, jednak 
jeho antimikrobiální vlastnosti (Park et al. 2001). Hepcidin je peptid syntetizovaný 
a secernovaný játry, který posttranslačně ovlivňuje membránovou koncentraci svého 
receptoru ferroportinu, zmíněného efluxního transportéru železa (Ganz 2013). Navázání 
hepcidinu indukuje endocytózu ferroportinu a jeho následnou proteolýzu v lysosomu 
(Nemeth et al. 2004). Tento hormon tedy kontroluje tok železa do plasmy. Samotný 
hepcidin je kromě tkáňových zásob a plasmatických koncentrací železa regulován řadou 
dalších faktorů, například erytropoezou, zánětem či jaterním poškozením. Dosud jediná 
známá úroveň této regulace je transkripční, zahrnující celou řadu působků se složitými 
vztahy (Ganz 2013). Mutace v genech kódujících hepcidin, jeho rozličné regulátory 
nebo jeho molekulární cíl ferroportin se mohou manifestovat jako poruchy regulace 
železa (viz kapitola 2.2.1.).  
Osud železa v buňkách je řízen posttranskripčně prostřednictvím specifických 
RNA vázajících proteinů IRP1 a IRP2 (IRP z angl. iron-regulatory protein). Tyto 
proteiny interagují s příslušnými responzivními elementy (IRE, z angl. iron-responsive 
element) na cílové mRNA (Hentze et al. 2010), přičemž vázání regulačních proteinů 
odpovídá na buněčné hladiny železa. IRE, zhruba třicet nukleotidů dlouhé sekvence, 
byly nalezeny v nekódujících oblastech mRNA u různých proteinů zapojených do kine-
tiky železa a energetického metabolismu (Mladěnka et al. 2005).  
Po absorpci v tenkém střevě je železo v portální krvi vázáno na apotransferin 






Transferin v cirkulaci pak přenáší kov k cílovým tkáním. Největšími konzumenty železa 
v lidském těle jsou erytroidní buňky v kostní dřeni. Téměř veškeré železo v těchto 
vyvíjejících se buňkách je směřováno do mitochondrií, kde je upotřebeno pro 
biosyntézu hemu a tvorbu Fe/S proteinů (Ponka et al. 2002). Na tomto místě nelze 
nezmínit protein frataxin, chaperon, který pravděpodobně dopravuje železo na místo 
utváření Fe/S klastrů a syntézy hemu a jehož snížená syntéza se projevuje jako 
Friedreichova ataxie (Bencze et al. 2007). Dalšími buňkami, které mají zásadní význam 
pro celotělovou homeostázu železa, jsou retikuloendoteliální makrofágy recyklující 
železo ze stárnoucích erytrocytů a ostatních buněk. Pozřený erytrocyt a jeho hemo-
globin jsou degradovány ve fagolysosomu makrofágu. Enzym hemoxygenasa následně 
rozštěpí protoporfyrinový kruh hemu a dojde k uvolnění kovu. Retikuloendoteliální 
makrofágy slouží jako rezervoár železa, normálně skladující zhruba polovinu celkových 
tělesných zásob (Knutson a Wessling-Resnick 2003). Hlavním regulačním krokem 
u všech tkání transportujících železo je přenos kovu z buněk tkání do plasmy. Jak již 








Měď je přechodný kov, který se vyskytuje především ve dvou formách, jako 
ionty měďné (Cu+) a měďnaté (Cu2+). Měďné ionty tvoří početné komplexy jak 
s organickými, tak anorganickými ligandy, přičemž silně preferují ligandy mající jako 
donorové atomy síru (např. v cysteinu nebo methioninu), aromatický dusík a fosfor 
(Tisato et al. 2010). V biologických systémech se měď nachází převážně ve stavu Cu2+, 
protože v přítomnosti kyslíku nebo jiných akceptorů elektronů je ochotně oxidována, 
pokud nejsou měďné ionty stabilizovány tvorbou komplexu. Měďnaté ionty jsou dosti 
rozpustné, zatímco rozpustnost měďných iontů je v rozsahu nižším než mikromolárním 
(Arredondo a Núñez 2005). 
Od bakterií k rostlinám a savcům, všechny živé buňky potřebují ionty mědi 
(Delangle a Mintz 2012). Nepostradatelnost mědi vychází z jejích redoxních vlastností 
a specifické inkorporace do rozličných enzymatických a strukturálních proteinů (Harris 
2000), v nichž je vázána koordinačně-kovalentní vazbou. Mnoho těchto enzymů (tzv. 
kuproenzymů) a proteinů má dvojí nebo víceré role (Linder a Hazegh-Azam 1996). 
Měď funguje jako intermediát elektronového přenosu v reakcích zahrnujících buněčnou 
respiraci, ochranu před volnými radikály, je důležitá pro metabolismus železa, syntézu 
pojivové tkáně, pigmentaci, srážení krve, angiogenezi, produkci peptidových hormonů 
a biosyntézu neurotransmiterů, je nezbytná pro normální buněčný růst a vývoj (Tapiero 
et al. 2003, Lalioti et al. 2009, Tümer a Møller 2010). Přehled kuproenzymů a proteinů 
transportujících měď je uveden v Tabulce 2. Rychle přibývající, i když dosud relativně 
opomíjené důkazy dokládají, že měď má také esenciální regulační funkci pro buněčnou 
signalizaci, od modulace vazby proteinů na cílové receptory po ovlivnění nukleárních 
transkripčních faktorů (Grubman a White 2014). Může tak být považována za třetí 






Tabulka 2. Přehled kuproenzymů a proteinů transportujících měď 
Kuproenzym/protein transportující měď Funkce 
cytochrom-c-oxidasa buněčné dýchání 
Cu/Zn-superoxiddismutasa zhášení volných radikálů 
metallothionein detoxikace mědi a dalších kovů 
dopamin-β-hydroxylasa syntéza katecholaminů 
tyrosinasa (katecholoxidasa) syntéza melaninu 
fenylalaninhydroxylasa přeměna fenylalaninu na tyrosin 
peptidylglycin-α-amidující monooxygenasa zrání peptidových hormonů 
ceruloplasmin (ferroxidasa I) 
transport mědi, ferroxidasa, protein akutní 
fáze 
lysyloxidasa 
tvorba pojivové tkáně, důležitá pro příčné 
zesíťování kolagenu a elastinu 
albumin mj. transport mědi 
transkuprein transport mědi 
měď-dependentní aminoxidasy metabolismus aminů 
krevní srážecí faktory V (proakcelerin) a VIII 
(antihemofilický faktor) 
hemokoagulace 
hephaestin metabolismus železa 
sulfhydryloxidasa příčné zesíťování keratinu 
Údaje použité v tabulce byly čerpány z těchto zdrojů: Linder a Hazegh-Azam (1996), Uauy 
et al. (1998), Tapiero et al. (2003), Tümer a Møller (2010). 
 
Ačkoliv od 90. let 20. století mnoho molekulárních mechanismů kontrolujících 
homeostázu mědi bylo objeveno (Lutsenko 2010), oproti železu jsou mnohé aspekty 
osudu mědi v lidském těle stále neobjasněny. Hladiny a distribuce mědi v lidském 
organismu však taktéž musejí být přísně regulovány, neboť jak nadbytek, tak nedostatek 
mědi mohou mít patofyziologické následky. To potvrzuje i zjištění, že za normálních 
podmínek na jednu buňku připadá méně než jeden volný iont mědi (Rae et al. 1999). 
V lidské plasmě je odhadována koncentrace volných měďnatých iontů řádově 






přechodným prvkem v lidském těle, je ale obsažena v mnohem menším množství 
v porovnání se železem nebo zinkem, je to pouze zhruba 0,10-0,15 g (Trojan 
a Langmeier 2003). 
Měď je absorbována z potravy v proximální části tenkého střeva, průměrný 
příjem u lidí je denně okolo 1 mg (Tümer a Møller 2010). Přesná kontrola transportu 
mědi ve střevě není známa, ale absorpce je modulována ve vztahu k přijímaným 
hladinám kovu. Typicky je totiž vyšší podíl mědi z potravy absorbován při nižším 
příjmu (Turnlund et al. 1998). Pro transport přes apikální membránu enterocytu, 
obdobně jako u železa, zřejmě musí být redukována. Kandidátů pro tuto úlohu je 
v literatuře popsáno několik: „cytochrome b558 ferric/cupric reductase“ (Knöpfel 
a Solioz 2002), Steap 2 (Ohgami et al. 2006) a CYBRD1 (Wyman et al. 2008). Klíčová 
úloha v získávání mědi z potravy může být pravděpodobně připsána lidskému 
transportéru mědi (hCTR1, z angl. human copper transporter) (Nose et al. 2006a), 
vysokoafinitnímu transportéru mědi, který vytváří kanál přenášející redukovanou formu 
kovu (Lee et al. 2002). Přesný mechanismus transportu dosud není znám. Ačkoliv je 
hCTR1 esenciální pro biodostupnost mědi (Nose et al. 2006a), jeho funkce v iniciálním 
apikálním příjmu kovu se zdá být spíše nepřímá (Zimnicka et al. 2007), protože import 
mědi se zjevně může odehrávat i v jeho nepřítomnosti (Nose et al. 2006a). Dokonce 
i lokalizace hCTR1 v enterocytech je nedořešená, uvádí se jak intracelulární, tak 
apikální, tak bazolaterální (Zimnicka et al. 2007, Gupta a Lutsenko 2009, van den 
Berghe a Klomp 2009, Nose et al. 2010). Pravděpodobný model předpokládá, že 
hCTR1 získává zpět z krve měď, která je určena pro intracelulární potřebu enterocytu, 
zatímco měď z intestinálního lumen je transportována odlišným mechanismem, např. 
prostřednictvím jiného transportního proteinu nebo pinocytózou/endocytózou 






mědi kromě hCTR1 není jasný. Protichůdné názory jsou i na DMT1. Některými autory 
je považován za Cu2+ transportér (Gunshin et al. 1997), jinými dokonce i za Cu+ 
přenašeč (Arredondo et al. 2003). Illing et al. (2012) naopak vylučují roli DMT1 
v transportu mědi. Další mechanismy intestinální absorpce mědi mohou být: hCTR2 
(van den Berghe a Klomp 2009), ATP-dependentní vysokoafinitní Cu2+ transport 
(Knöpfel et al. 2005) nebo aniontový transportní systém přenášející Cu+ i Cu2+ 
způsobem závislým na chloridových iontech (Zimnicka et al. 2011). Role DMT1 je 
zdůrazňována zejména při dietním nedostatku železa, kdy mRNA pro DMT1 a hladiny 
vlastního proteinu jsou indukovány (Collins et al. 2005, Shah et al. 2009). V buňce je 
měď vázána jedním z několika chaperonových proteinů, které ji doručí jednotlivým 
buněčným cílům: mitochondrii (COX17, chaperon pro cytochrom-c-oxidasu) (Palumaa 
et al. 2004), Golgiho aparátu (ATOX1, chaperon pro ATP7A) (Larin et al. 1999) nebo 
cytosolické Cu/Zn-superoxiddismutase (CCS, chaperon pro Cu/Zn-superoxiddismutasu) 
(Casareno et al. 1998). Nadbytečný kov v buňce je okamžitě vázán glutathionem 
a následně metallothioneiny, nízkomolekulárními proteiny bohatými na cystein (Tapiero 
et al. 2003). Měď je dále transportována z enterocytu do portální cirkulace, kde je 
vázána na α2-makroglobulin transkuprein, albumin a aminokyseliny (Sarkar 1999, Liu 
et al. 2007) pro transport do jater. Export mědi z enterocytu závisí na činnosti ATP7A 
(tzv. Menkesovy ATPasy, Menkesova proteinu). Jde o transmembránový protein 
s duální funkcí, exprimovaný ve většině tkání kromě jater. Normálně zprostředkovává 
transport mědi do Golgiho aparátu, při zvýšení hladin mědi se však tato ATPasa přesune 
do plasmatické membrány, čímž umožní export kovu z buňky (Tapiero et al. 2003). 
Stejně jako většina intracelulárních proteinů vážících měď, i tento transportér ji váže 







Játra jsou ústředním orgánem skladování a homeostázy mědi (Tümer a Møller 
2010). Pro její příjem v játrech má zásadní význam hCTR1 (Kim et al. 2009). Zde je 
vyžadován redukční krok, protože hCTR1 propouští pouze měďné ionty (Nose et al. 
2006b). Bylo zjištěno, že α2-makroglobulin dodává měď primárně hCTR1, zatímco 
albumin předává kov jinému cíli (Moriya et al. 2008). V jaterní buňce je měď, jako 
v enterocytu, vázána chaperony a jimi distribuována. ATP7B (tzv. Wilsonova ATPasa, 
Wilsonův protein) je protein homologní s ATP7A, avšak exprimovaný primárně 
v játrech. Transportuje měď do Golgiho aparátu, kde je využita pro syntézu kupro-
proteinů (Terada et al. 1998). Funkce ATP7B v nejaterních tkáních je nejasná (Kodama 
et al. 2012). Většina mědi opouští játra navázána na ceruloplasmin a je roznášena ke 
všem orgánům, tkáním a buňkám v těle. Na ceruloplasmin je pevně vázáno zhruba 
85-90 % sérové mědi. Zbývajících 10-15 % je vázáno na albumin a aminokyseliny, 
zejména histidin, přičemž tato měď je vázaná volněji a je dostupná buňkám (Sarkar 
1999, Brewer 2009, Kodama et al. 2012). Za zmínku také stojí, že ceruloplasmin není 
nepostradatelný pro účinnou distribuci mědi (Hellman a Gitlin 2002), při tzv. 
aceruloplasminemii nejsou pozorovány změny tkáňových koncentrací kovu (Harris 
et al. 1998). Prvořadou roli v příjmu mědi do těchto buněk zastává již zmiňovaný 
hCTR1 (Gupta a Lutsenko 2009). Nadbytek mědi stimuluje translokaci ATP7B 
z Golgiho aparátu do kanalikulární membrány hepatocytu, tím umožňuje její sekreci do 
žluče (Roelofsen et al. 2000) a odchod z těla stolicí. Na rozdíl od železa má tedy lidské 
tělo aktivní exkreční mechanismus pro měď. 
Homeostáza přechodných kovů v mozku je pečlivě regulována řadou 
transportérů (Collins et al. 2010), neboť její narušení vede k neuropatologickým stavům 
(Rivera-Mancía et al. 2010). Regulace hladin mědi v mozku však zatím není dobře 






2.1.3. Interakce železa a mědi 
Interakce mezi esenciálními kovy železem a mědí v lidském organismu jsou 
známy mnoho let, přičemž prokázání významu mědi pro syntézu hemoglobinu v roce 
1928 je považováno za počátek této problematiky (Fox 2003). Základní místa interakce 
na úrovni celého organismu jsou znázorněna na Obrázku 1. 
 
Obr. 1. Přehled kinetiky železa a mědi na úrovni organismu, včetně základních 
míst jejich interakce 
 
Místa interakce jsou vyznačená hvězdami. Hephaestin (HP) je regulován hladinami mědi, 
zatímco exprese Menkesovy ATPasy (ATP7A) je ovlivňována hladinami železa. Nepřítomnost 
ceruloplasminu (CP) vede k akumulaci železa v pankreatu, retině a mozku, ferroxidasová 
aktivita cirkulujícího ceruloplasminu je totiž rozhodující pro normální homeostázu železa (Xu 
et al. 2004). Jaterní hladiny mědi se mění nepřímo úměrně ke stavu železa (Collins et al. 2010). 
Aktivita ceruloplasminu vázaného na glykosylfosfatidylinositol (GPI-CP) je nezbytná pro 
uvolnění železa z mozku a retikuloendoteliálních (RE) makrofágů, tento děj je tedy závislý na 
hladinách mědi. Neznámý aspekt využití železa v kostní dřeni také závisí na mědi, neboť při 
jejím nedostatku je tvorba hemoglobinu neefektivní, navzdory normálním sérovým hladinám 







Ferroxidasy hephaestin a ceruloplasmin hrají důležitou roli v transportu železa 
ve střevě. Aktivita hephaestinu je závislá na normálních hladinách mědi (Chen et al. 
2006). Při jejím nedostatku byla pozorována snížená absorpce železa (Reeves a DeMars 
2004), zřejmě právě na podkladě snížené aktivity duodenálního hephaestinu (Reeves 
et al. 2005). Analogické výsledky byly získány také v in vitro experimentech s Caco-2 
buňkami (Chen et al. 2009). Bylo zjištěno, že ceruloplasmin může také participovat na 
intestinálním transportu železa, zejména při stavech hematopoetického stresu 
(Cherukuri et al. 2005). Ke změnám v absorpci jednoho z těchto stopových prvků může 
docházet odchylkami v homeostáze toho druhého. Vstřebávání mědi tak může být 
zvýšené při nedostatku železa (Collins et al. 2005, Ravia et al. 2005, Collins et al. 
2009), což pravděpodobně souvisí s pozorovanou zvýšenou expresí mRNA ATP7A 
a vlastního proteinu při deficitu železa (Collins et al. 2005, Ravia et al. 2005). Bylo 
zjištěno, že geny pro transportér železnatých iontů DMT1 a enzym redukující železité 
ionty CYBRD1, tedy proteiny významné pro absorpci železa, jsou regulovány hypoxií 
indukovaným faktorem HIF-2α (HIF z angl. hypoxia inducible factor) (Shah et al. 
2009). HIF faktory jsou stabilizovány mědí, čímž dochází ke zvýšení exprese HIF-
responzivních genů (Martin et al. 2005, Feng et al. 2009). Zvýšená hladina mědi 
v enterocytech, játrech a tělesných tekutinách tak může hrát roli ve zvýšení aktivity 
HIF, což ovlivňuje geny související s intestinální a následně tělesnou homeostázou 
železa (Collins et al. 2010).  
Metabolismus železa a mědi v hepatocytech je propojen ferroxidasou 
ceruloplasminem (Harris et al. 1999). Z neznámých příčin se navíc jaterní koncentrace 
mědi mění inverzně ke stavu železa (Collins et al. 2010). 
Metabolismus mědi a železa v retikuloendoteliálních makrofázích je opět 






mědí nebo genové ablace má za následek akumulaci železa v retikuloendoteliálních 
buňkách sleziny a jater (Harris et al. 1999). Buněčná forma ceruloplasminu vázaná na 
glykosylfosfatidylinositol je rozhodující pro uvolnění železa z uvedených buněk více 
než cirkulující forma (Collins et al. 2010). 
Důležité je zmínit, že interakce mědi s železem jsou ovlivněny věkem 
(homeostatické mechanismy se liší mezi dětmi a dospělými) a živočišným druhem 
(Collins et al. 2010). Kupříkladu příjem železa ve střevě kojících savců, včetně lidí, 
může záviset spíše na laktoferrinu než na DMT1 (Lopez et al. 2006). Dále je zajímavé, 
že u potkanů a myší trpících nedostatkem mědi se vyvíjí těžká anemie, ale pouze 








2.2. Stavy spojené s poruchou homeostázy železa a mědi 
Schopnost přeměny oxidačního stavu, která činí železo a měď esenciální pro 
mnohé biologické procesy, je za jistých okolností paradoxně podkladem jejich toxicity. 
Porušení homeostázy přechodných kovů je spojeno s celou řadou patologických stavů. 
V některých případech dochází k absolutní ztrátě rovnováhy kovu a jeho nadměrnému 
hromadění v organismu (např. hereditární hemochromatóza, Wilsonova choroba), nebo 
naopak jeho nedostatku (např. Menkesova choroba). V dalších případech dochází 
k určité dysbalanci kovu, jejíž příčinný vztah k rozvoji onemocnění často není zcela 
znám. Základem škodlivého působení redoxně aktivního železa a mědi je navození 
oxidačního stresu. Důvodem je schopnost přechodných kovů podporovat reakce 
vedoucí k tvorbě reaktivních forem kyslíku (Delangle a Mintz 2012).  
Za přítomnosti aniontu superoxidového radikálu nebo redukčních činidel, jako 
glutathion či kyselina askorbová, mohou být železité a měďnaté ionty redukovány 
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Oba kovy jsou v redukovaném stavu schopny katalýzy Fentonovy reakce, jejímž 
produktem je mj. vysoce toxický hydroxylový radikál (Gaetke a Chow 2003, Prousek 
2007, Jomova a Valko 2011): 
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Kombinaci Fentonovy reakce a redukce kovů superoxidovým radikálem 
vyjadřuje Haberova-Weissova reakce, jejímž katalyzátorem je přechodný kov (M): 






Hydroxylový radikál, jehož biologický poločas ve vodném roztoku je kratší než 
1 ns (Pastor et al. 2000), může reagovat v podstatě s jakýmikoli biologickými 
molekulami, včetně nukleových kyselin, lipidů a proteinů (Jomova a Valko 2011). Měď 
může být dokonce 10-60x účinnější než železo v katalýze Fentonovy reakce (Shinar 
et al. 1989).  
S ohledem na zaměření disertační práce budou v následujícím textu podrobněji 
zpracovány patologické stavy spojené se zvýšenou akumulací přechodných kovů nebo 







2.2.1. Chronické přetížení železem 
Několik milionů lidí na celém světě trpí chronickým přetížením železem se 
závažnými klinickými dopady (Flaten et al. 2012). Tento stav je důsledkem vrozeného 
onemocnění a/nebo je navozený opakovanými krevními transfuzemi. 
Hereditární hemochromatóza je vrozená porucha homeostázy železa, 
klasifikovaná do čtyř typů na základě příčinné mutace (Tabulka 3). Podkladem většiny 
hemochromatóz (typy 1-3) je snížená produkce hepcidinu s následnou hyperabsorpcí 
železa z potravy, typ 4 je spojen s neschopností ferroportinu vázat hepcidin nebo jeho 
rezistencí k hepcidinu, protože ferroportin je mutován (Kanwar a Kowdley 2013). 
Dochází k ukládání železa v různých orgánech – játrech, pankreatu, srdci, hypofýze, 
kůži a kloubech – a jejich poškození s rozvojem fibrózy, cirhózy jater a hepatoce-
lulárního karcinomu, diabetu, kardiomyopatii a dalším postižením (Kanwar a Kowdley 
2013). Labilní plasmatické železo, tj. železo nevázané na transferin, je považováno za 
hlavního činitele způsobujícího oxidační poškození (Cabantchik 2014). V diagnostice 
onemocnění se používají stanovení sérového feritinu, saturace transferinu a jaterní 
biopsie. Velký pokrok znamenalo zavedení genetického testování a zobrazovací 
techniky magnetické rezonance (Kanwar a Kowdley 2013). Léčba spočívá v odstranění 
železa z těla terapeutickou flebotomií (venesekcí), což je metoda levná, účinná a jedno-
duchá (Kontoghiorghes et al. 2010). Použití chelátorů železa je vyhrazeno pro pacienty, 
kteří nejsou schopni nebo ochotni podstoupit flebotomii (Nielsen et al. 2003). Nové 
terapeutické možnosti potenciálně představují hepcidinová mimetika nebo stimulátory 
produkce hepcidinu. Tyto látky jsou v současné době intenzivně studované (Ruchala 






Tabulka 3. Typy hemochromatózy 
















HAMP (gen pro 
hepcidin) 
recesivní snížený hepcidin 
3 hemochromatóza 













snížený export železa 
z makrofágů 
a enterocytů, vzácně 
rezistence k hepcidinu 
Převzato z: Kanwar a Kowdley (2013). 
 
Hlavní příčinou získaného přetížení železem jsou posttransfuzní stavy – tzv. 
transfuzní sideróza. Nadměrná potravní konzumace železa je velmi vzácná (Brissot 
et al. 2008). Pacienti se závažnými hematologickými onemocněními, především 
anemiemi s neefektivní erytropoezou (ß-talasemií a srpkovitou anemií), jsou léčeni 
opakovanými krevními transfuzemi (Flaten et al. 2012). Tato terapie však má dvě 
strany: každá jednotka krevní transfuze obsahuje velké množství železa, které se 
v organismu hromadí, neboť lidské tělo postrádá aktivní způsob vyloučení přebytečného 
kovu. Dva základní mechanismy se podílejí na rozvoji přetížení: vlastní nálož železa 
opakovanými transfuzemi a nedostatek hepcidinu při neefektivní erytropoeze. Zvýšená 
aktivita kostní dřeně v tomto ohledu totiž převyšuje reakci na přetížení železem (Brissot 
et al. 2008). Na rozdíl od hemochromatózy, u které dochází primárně k poškození jater, 
je srdeční poškození nejčastější příčinou smrti u talasemických pacientů podstupujících 






hladinám železa se významné známky orgánového selhání projeví obecně zhruba za 
deset let (Coates 2014). Hlavním pilířem léčby transfuzní siderózy je chelatační terapie, 
jež byla rozsáhle použita zvláště u pacientů s thalassaemia major. Flebotomie v těchto 
případech nemůže být použita (Flaten et al. 2012). Chelátory mají odstranit nadbytečné 
železo z organismu, ihned také váží volný kov a poskytují tak ochranu před oxidačním 
poškozením (Coates 2014). Délka terapie koresponduje s transfuzní léčbou, u většiny 
pacientů je nutné doživotní podávání (Brittenham 2011). Kromě kontroly účinnosti 
chelatační léčby musí být také pečlivě monitorovány nežádoucí účinky použitých léčiv 
(Brittenham 2011). V současné době jsou klinicky používány tři látky: deferoxamin, 
deferipron a deferasirox. Deferoxamin během svého více než čtyřicetiletého použití 
znamenal záchranu života tisíců pacientů (Aaseth et al. 2014), poslední dvě jmenovaná 
léčiva však znamenají pokrok v léčbě, i vzhledem k možnosti perorální aplikace. 
Kombinační terapie různými chelátory železa přináší benefit v podobě zvýšené exkrece 







2.2.2. Wilsonova choroba 
Wilsonova choroba, označovaná též jako hepatolentikulární degenerace, je 
vzácná dědičná porucha metabolismu mědi, poprvé definovaná jako syndrom v roce 
1912 (Wilson 1912). Prevalence tohoto autozomálně recesivního onemocnění je zhruba 
1/30 000, ačkoliv se různí napříč populacemi (Mak a Lam 2008). Nemoc je klinicky 
velmi variabilní, stejně jako různé mutace, které ji způsobují (Bandmann et al. 2015). 
Projevuje se zejména jaterním a/nebo neurologickým postižením (Bandmann et al. 
2015), a pokud není léčena, způsobuje těžkou invaliditu a smrt (Ala et al. 2007). 
Příčinný gen na chromozómu 13, ATP7B, kóduje stejnojmennou ATPasu transportující 
měď (Bandmann et al. 2015). Při Wilsonově chorobě je ATP7B mutantní a jeho expresí 
vzniká protein, který není schopný transportovat měď, je narušena sekrece holo-
ceruloplasminu do plasmy a exkrece mědi do žluče. Hromaděná měď je následně 
uvolňována do plasmy ve formě nevázané na ceruloplasmin. Tato měď je vázána 
volněji na jiné komponenty plasmy a je zvýšeně exkretována ledvinami, ale i ukládána 
do různých tkání (Brewer 2009, Kodama et al. 2012). Snížená koncentrace 
ceruloplasminu navíc narušuje i homeostázu železa (Merle et al. 2010). Kromě obecně 
uznávaného patofyziologického mechanismu na podkladě oxidačního poškození 
z důvodu přetížení mědí (Ferenci 2005) spouští nerovnováha tohoto kovu řadu 
specifičtějších metabolických odpovědí, které pravděpodobně významně ovlivňují 
rozvoj nemoci (Burkhead et al. 2011). Neurologické symptomy se vyskytují u 40-50 % 
nemocných (Walshe 1962) a obvykle začínají ve druhé a třetí dekádě života (Machado 
et al. 2006). Příznaky choroby však mohou nastoupit i v podstatně pozdějším věku (Ala 
et al. 2005). Neurologické příznaky mohou být dystonické, ataktické nebo 
parkinsonické, mohou se rovněž kombinovat (Machado et al. 2006). Jaterní postižení se 






mají vyšší riziko rozvoje hepatocelulárního karcinomu, navzdory terapii (Kodama et al. 
2012). Pro diagnózu Wilsonovy choroby se používají následující vyšetření: přítomnost 
Kayserových-Fleischerových prstenců (Obrázek 2), stanovení sérové koncentrace 
ceruloplasminu, analýza 24h exkrece mědi močí, penicilaminový test, stanovení jaterní 
mědi a inkorporace 64Cu do sérového ceruloplasminu. Dále se uplatňují zobrazovací 
metody, např. magnetická rezonance, a genetické testování (Ala et al. 2007). 
 
Obr. 2. Kayserovy-Fleischerovy prstence 
 
Hromadění mědi vytváří zlatě hnědé zabarvení vnějšího okraje rohovky. Převzato z: Ala et al. 
(2007). 
 
Wilsonova choroba byla postupně progredující a smrtelná nemoc až do roku 
1951, kdy byl použit intramuskulárně dimerkaprol (BAL, z angl. British anti-Lewisit) 
jako první chelatující činidlo. Revoluci v léčbě představovalo zavedení perorálně 
účinného chelátoru penicilaminu v roce 1956 (Walshe 1956), v roce 1969 následoval 
trientin jako alternativa pro pacienty netolerující penicilamin (Walshe 1969). 
Farmakologická léčba, jež musí být doživotní, má dvě fáze: iniciální fázi, která je 
agresivnější a akutně snižuje množství mědi v organismu, a následnou fázi udržovací. 
Nastavení udržovací léčby pomáhá předcházet předávkování léčivy, které může vést 






choroby používány chelátory mědi (penicilamin, trientin a tetrathiomolybdenan), soli 
zinku, nebo se kombinuje chelátor se zinkem. Chelatační látky váží měď přímo v krvi 
nebo tkáních a usnadňují její exkreci, zatímco zinek interferuje s intestinálním příjmem 
kovu. Tetrathiomolybdenan může působit oběma mechanismy. Dostupná data neumož-
ňují definitivní doporučení jedné chelatační látky před ostatními (Ala et al. 2007, 
Bandmann et al. 2015), obecně je ale léčba Wilsonovy choroby účinná (Ala et al. 
2007). Problémem jsou však nežádoucí účinky léčiv a paradoxní zhoršení neuro-
logických příznaků až u 20 % pacientů po iniciální terapii. Mechanismus této reakce 
není zcela pochopen, ale pravděpodobně dochází k nadměrné mobilizaci mědi vedoucí 
ke zvýšení její volné frakce (Bandmann et al. 2015).  
Zinek, jehož začátek použití spadá do 60. let 20. století, interferuje s příjmem 
mědi ve střevě. Jeho působením dochází k indukci syntézy metallothioneinu ve 
střevních epiteliálních buňkách. To vede k přednostnímu vázání dietní mědi v těchto 
buňkách, které jsou následně fyziologicky odloučeny. Léčba solemi zinku je méně často 
spojena se zhoršením neurologických projevů po iniciální terapii, vykazuje však nižší 
účinnost a navození negativní bilance mědi trvá déle než při použití chelátorů. Terapie 
zinkem je často spojena s gastrointestinálním diskomfortem (Ala et al. 2007, Bandmann 
et al. 2015).  
Krajním řešením u pacientů trpících Wilsonovou chorobou je transplantace jater. 
Koriguje jaterní genotyp, obnovuje schopnost exkrece mědi a měla by být uvážena 
u pacientů vykazujících akutní jaterní selhání nebo dekompenzovanou cirhózu 







2.2.3. Neurodegenerativní onemocnění 
Navzdory řadě známých patofyziologických mechanismů není vyvolávající 
příčina těchto chorob dosud přesně objasněna. Železo a měď vykonávají esenciální 
funkce v mozkové tkáni. Mozek přirozeně koncentruje vysoké hladiny kovů, avšak 
výsledky mnohých studií naznačují souvislost přechodných kovů s rozvojem 
neurodegenerativních onemocnění (Delangle a Mintz 2012). Jedná se zejména 
o Alzheimerovu, Parkinsonovu a Huntingtonovu chorobu, amyotrofickou laterální 
sklerózu a dále aceruloplasminemii a Friedreichovu ataxii, kdy jsou železo a měď 
zapojeny do neurodegenerativních mechanismů jako je agregace proteinů, tvorba 
volných radikálů a oxidační stres (Rivera-Mancía et al. 2010, Ward et al. 2014). Nebylo 
však dosud objasněno, jestli oxidační stres je příčinou, nebo následkem základních 
patologických procesů (Eskici a Axelsen 2012). 
Nejvíce pozornosti v souvislosti s Alzheimerovou chorobou bylo věnováno 
mědi, protože amyloidní prekurzorový protein a amyloidní beta peptidy mají významné 
interakce s tímto kovem (Eskici a Axelsen 2012). U pacientů s Alzheimerovou 
chorobou byly nalezeny zvýšené koncentrace mědi nevázané na ceruloplasmin v séru 
a cerebrospinální tekutině (Bandmann et al. 2015). Naopak intracelulární měď 
v mozkové tkáni se zdá být nedostatečná (Maynard et al. 2005), což může přispívat 
k akumulaci amyloidního beta peptidu vně buněk (White et al. 2006). Nedávné studie 
podporují koncept nerovnováhy mědi v mozku spíše než její samotnou akumulaci či 
deficienci, proto látky schopné vyvážit hladiny tohoto kovu, spíše než klasické 
chelátory, jsou nyní rozsáhle studovány (Manso et al. 2011, Faller 2012). V současnosti 
je klinicky testována jediná skupina látek vázajících kov, 8-hydroxychinoliny (Ward 
et al. 2014). Bylo prokázáno, že modelová látka kliochinol transportuje kov dovnitř 






metaloproteas v matrix a degradaci amyloidních beta peptidů (White et al. 2006). 
Příbuzná látka PBT2 prokázala slibné výsledky v řadě in vivo modelů Alzheimerovy 
choroby a také ve fázi 2 klinických studií (Manso et al. 2011). 
U Parkinsonovy choroby se naopak více dokladů soustředí na neurotoxický 
potenciál železa (Rivera-Mancía et al. 2010), jehož koncentrace jsou zvýšené 
v mozkové tkáni u těchto nemocných (Jellinger 2013). K depozici železa v substantia 
nigra mohou vést snížené hladiny ceruloplasminu (Jin et al. 2011).  
Aceruloplasminemie je autozomálně recesivní onemocnění způsobené mutací 
genu pro ceruloplasmin, což vede k poruše homeostázy železa, nikoliv mědi, v souvis-
losti s ferroxidasovou aktivitou tohoto proteinu. Redoxně aktivní kov se hromadí 
v mozku, játrech a pankreatu (Bandmann et al. 2015). Pro velmi nízké nebo nulové 
koncentrace sérového ceruloplasminu může být aceruloplasminemie zaměněna 
s Wilsonovou chorobou (Kerkhof a Honkoop 2014). 
Friedreichova ataxie je také dědičné neurodegenerativní onemocnění, jehož 
podkladem je defektní exprese mitochondriálního proteinu frataxinu. Přestože přesná 
funkce frataxinu není známa, jeho absence vede k narušení metabolismu železa, funkci 
proteinů obsahujících Fe/S klastry a deregulaci redoxního stavu buňky (Richardson 
et al. 2013). Vzhledem k dokladům o porušené homeostáze železa byl v in vitro 
modelech i u pacientů trpících Friedreichovou ataxií (Santos et al. 2010) testován vliv 
chelátorů tohoto kovu. Klinické studie s deferoxaminem a deferipronem však přinesly 







2.2.4. Kardiovaskulární onemocnění 
Kardiovaskulární onemocnění, mezi kterými zaujímá první místo ischemická 
choroba srdeční, představují celosvětově nejčastější příčinu úmrtí (Mendis et al. 2011). 
Volné kyslíkové radikály hrají ústřední roli v patogenezi postischemického 
myokardiálního reperfuzního poškození (Powell a Tortolani 1992). Při znovuobnovení 
průtoku ischemickým ložiskem jsou železo a měď mobilizovány z myokardiálních 
buněk do koronární cirkulace. Vyplavené množství závisí na trvání ischemie a koreluje 
se stupněm poškození srdce (Chevion et al. 1993, Berenshtein et al. 1997, Altekin et al. 
2005). Zapojení přechodných kovů do katalýzy tvorby velmi reaktivního hydroxy-
lového radikálu vedlo k hypotéze, že použití specifického chelatačního agens by mohlo 
udržet kov v inaktivní formě a zabránit tak nežádoucí reakci (Chevion 1988). Význam 
železa v ischemicko-reperfuzním poškození byl podpořen in vitro studiemi ukazujícími, 
že chelatace kovu ochránila srdeční tkáň (DeBoer a Clark 1992), zatímco přidání železa 
nebo mědi zvýšilo míru poškození (Zeltcer et al. 1997). Různé chelatační látky 
v experimentálních podmínkách prokázaly slibné účinky. Na modelu izolovaného 
potkaního srdce vykázal neokuproin, vysoce účinný chelátor železa i mědi (de Mello 
Filho a Meneghini 1985), protektivní působení jak při non-ischemickém, tak při 
ischemicko-reperfuzním poškození (Applebaum et al. 1990). In vivo deferoxamin 
i bathokuproin snížily tvorbu volných radikálů během reperfuze (Spencer et al. 1998). 
Avšak v klinické studii deferoxamin podaný pacientům s akutním infarktem 
myokardu s elevací ST-segmentu, podstupujícím perkutánní koronární intervenci, přes 
zmírnění oxidačního stresu neomezil velikost infarktu (Chan et al. 2012).  
Třebaže velké množství prací týkající se patofyziologických mechanismů 
spojuje stav tělesného železa s kardiovaskulárními nemocemi, epidemiologické studie 






jsou ve většině studií asociovány se zvýšeným kardiovaskulárním rizikem. Na základě 
observačních studií však nelze stanovit kauzální vztah (Lapice et al. 2013). 
Měď má esenciální roli v kardiovaskulárním systému, zejména na podkladě 
podpory angiogeneze a je také zapojena do regulace antioxidačních aktivit (Kang 2011, 
He a Kang 2013). Nedostatek mědi má nepříznivé kardiovaskulární následky, avšak 
vysoké koncentrace kovu v krvi jsou považovány za nezávislý rizikový faktor pro 
aterosklerózu, ischemickou chorobu srdeční i její nejzávažnější formu, akutní infarkt 
myokardu (Kang 2011). Zvýšené koncentrace mědi a ceruloplasminu jsou nezávisle 
asociovány se zvýšeným rizikem mortality ze všech příčin i příčin kardiovaskulárních 
(Grammer et al. 2014). Z dostupných dat však není možno vyvodit, zdali tyto zvýšené 
koncentrace mají aktivní a kauzální roli v rozvoji aterosklerózy nebo jejích klinických 
následků. Není bez zajímavosti, že v mechanismu rozvoje kardiovaskulárních nemocí 
byla dokumentována role interakce mědi s neesenciální aminokyselinou homocysteinem 
(Kang 2011). 
Na tomto místě nelze alespoň nezmínit problematiku anthracyklinové kardio-
toxicity. Anthracyklinová antibiotika jsou protinádorová léčiva, hojně využívaná 
v klinické praxi, jejichž závažný nežádoucí účinek představuje kardiotoxicita, vedoucí 
až k srdečnímu selhání. Mechanismus této toxicity stále není dořešen, ačkoliv se dlouho 
předpokládalo, že v něm má zásadní postavení železo participující na tvorbě volných 
radikálů. K této hypotéze vedla i skutečnost, že známé kardioprotektivum dexrazoxan, 
respektive jeho metabolit ADR-925, působí jako chelátor železa. Výzkum analogických 
chelátorů však nevedl k uspokojivým výsledkům a dosavadní studie naznačují, že 
mechanismus působení dexrazoxanu pravděpodobně spočívá spíše v katalytické inhibici 







2.2.5. Nádorová onemocnění 
Nádorová onemocnění představují významnou příčinu úmrtí ve vyspělých 
zemích a celosvětově závažný zdravotní a sociální problém (Jemal et al. 2011). 
Vzhledem k přibývajícím důkazům o souvislosti přechodných kovů železa a mědi 
s nádorovými onemocněními jsou studovány chelátory kovů jako potenciální proti-
nádorová léčiva. 
U nádorových buněk se obecně popisuje zvýšený příjem železa, který vede 
k jeho vyšším intracelulárním hladinám (Torti a Torti 2013). Železo má totiž zásadní 
význam pro buněčnou proliferaci. Jedná se o kofaktor enzymu ribonukleotidreduktasy, 
je rovněž zapojeno do regulace řady molekul důležitých pro buněčný cyklus, včetně 
cyklinů, cyklin-dependentních kinas (CDK) a jejich inhibitorů (Lane et al. 2014). Je 
známo, že oxidační stres indukovaný železem může hrát roli v tumorigenezi navozením 
mutace DNA a aktivace onkogenů (Valko et al. 2006). Příčinný vztah je však obtížné 
stanovit, neboť se jedná o velmi komplexní proces (Merlot et al. 2013). Zvýšené 
hladiny či příjem železa jsou spojeny se zvýšeným rizikem některých nádorů, zejména 
kolorektálního karcinomu (Nelson 2001). Naopak u dárců krve bylo pozorováno nižší 
riziko rozvoje nehematologických malignit (Merk et al. 1990).  
Působení chelátorů železa jako potenciálních chemoterapeutik nádorových 
onemocnění lze rozdělit na dva základní principy: snížení hladiny kovu a podporu 
tvorby reaktivních forem kyslíku (ROS, z angl. reactive oxygen species) (Torti a Torti 
2013). Jednotlivé mechanismy, které jsou zodpovědné za protinádorovou aktivitu těchto 
látek, jsou znázorněny na Obrázku 3. Se záměrem zvýšit selektivitu k nádorovým 
buňkám jsou studovány různé přístupy, například konjugace chelátoru s tumor-







Obr. 3. Mechanismy protinádorového účinku chelátorů železa 
 
Na protinádorovém účinku chelátorů železa se podílejí následující mechanismy: 1) snížení 
hladin železa v buňce, 2) inhibice ribonukleotidreduktasy, 3) navození zástavy buněčného 
cyklu, 4) podpora lokalizované a cytotoxické produkce ROS, 5) indukce supresorů metastáz 
a tumorových supresorů (NDRG1, z angl. N-myc downstream regulated gene 1, respektive 
proteinu p53). NDP, ribonukleosid-5´-difosfát; dNDP, 2´-deoxyribonukleosid-5´-difosfát. 
Převzato z: Lane et al. (2014). 
 
Řada látek vykázala slibné účinky v in vitro a in vivo experimentech (Merlot 
et al. 2013), informace z klinických studií jsou však zatím nedostatečné. Zajímavou 
skupinou syntetických chelátorů specificky navržených pro terapii nádorů jsou 
thiosemikarbazony, z nichž 3-aminopyridin-2-karbaldehyd-thiosemikarbazon (3-AP, 
Triapine®) dokonce vstoupil do několika klinických studií fáze 1 a 2 (Lane et al. 2014). 
Zvýšené sérové i tkáňové hladiny mědi byly nalezeny u několika typů nádorů 






ústřední roli v angiogenezi, procesu klíčovém pro růst nádoru (Finney et al. 2009, 
Gupte a Mumper 2009, Antoniades et al. 2013). Kromě samotných chelátorů mědi, 
které vykazují antiangiogenní potenciál a/nebo cytotoxický potenciál k nádorovým 
buňkám produkcí ROS, jsou studovány také účinky komplexů rozličných ligandů 
s mědí (Gupte a Mumper 2007, Gupte a Mumper 2009, Brewer 2014). Nejvíce 
pozornosti bylo věnováno schopnosti těchto komplexů interagovat s DNA, zjištěny však 
byly i další molekulární cíle, topoisomerasy nebo proteasom (Santini et al. 2014). 
Není bez zajímavosti, že metabolismus mědi má souvislost s rezistencí 
nádorových buněk k platinovým cytostatikům: zvýšená exprese hCTR1, který předsta-
vuje významný transportér pro cisplatinu (Ishida et al. 2002), je spojena s příznivými 
výsledky léčby těmito chemoterapeutiky (Kuo et al. 2012). Protože exprese hCTR1 
s následným zvýšením příjmu cisplatiny do buňky může být indukována deplecí 
buněčných hladin mědi (Kuo et al. 2012), logickým vyústěním je kombinační léčba 
chelátorem mědi trientinem s karboplatinou, testovaná ve fázi 1 klinického zkoušení (Fu 







2.2.6. Diabetes mellitus 
Významně je diskutováno zapojení železa i mědi do rozvoje diabetu mellitu 
a jeho chronických komplikací, chelatace těchto kovů tak může představovat 
terapeutický přístup zmírňující závažnost stavu a mortalitu diabetických pacientů 
(Cooper 2012, Hansen et al. 2014).  
Železo je vyžadováno pro správnou funkci ß-buněk Langerhansových ostrůvků 
pankreatu a tím homeostázu glukózy (Hansen et al. 2014), hraje však přímou roli 
v patogenezi onemocnění prostřednictvím inzulinové rezistence i selhání ß-buněk 
(Simcox a McClain 2013). Základní mechanismy tohoto vlivu zahrnují oxidační stres 
a modulaci adipokinů a intracelulárních signálních drah (Simcox a McClain 2013). 
Ačkoliv řada experimentálních studií na zvířecích modelech a průkazných 
epidemiologických studií dokládá zvýšené riziko rozvoje diabetu v souvislosti se 
železem, na základě omezených intervenčních studií nelze zatím potvrdit ani vyvrátit 
hypotézu, že snížení hladin železa v těle zlepšuje stav nemoci (Kunutsor et al. 2013, 
Simcox a McClain 2013, Hansen et al. 2014, Orban et al. 2014).  
Zatímco některé experimentální práce spojují měď s patogenezí diabetu mellitu 
(Tanaka et al. 2009), předmětem zájmu je v případě mědi především její souvislost 
s rozvojem chronických diabetických komplikací a vliv chelátorů tohoto kovu (Keegan 
et al. 1999, Eaton a Qian 2002, Hamada et al. 2005, Gong et al. 2008, Cooper et al. 
2009, Cooper 2012). Hyperglykemie a související metabolické poruchy totiž narušují 
homeostázu mědi, dochází k poškození citlivých tkání oxidačním stresem a rozvoji 







2.2.7. Revmatoidní artritida 
U revmatoidní artritidy byly ve většině studií zjištěny zvýšené plasmatické 
koncentrace mědi, a ačkoliv patofyziologie homeostázy mědi není u tohoto onemocnění 
zcela objasněna, pravděpodobně dochází ke zvýšené syntéze a sekreci ceruloplasminu 
vlivem zánětlivých cytokinů (Honkanen et al. 1991, Zoli et al. 1998, Yazar et al. 2005, 
Önal et al. 2011, Strecker et al. 2013). Přestože je D-penicilamin užíván mnoho let 
v terapii revmatoidní artritidy, mechanismus jeho účinku zřejmě nesouvisí se schopností 






2.3. Chelátory železa a mědi 
Chelatace znamená tvorbu či přítomnost dvou nebo více samostatných 
koordinačních vazeb mezi vícevazným ligandem a jedním centrálním atomem (Muller 
1994). Obvykle jsou těmito ligandy organické sloučeniny označované jako chelátory 
nebo chelatační činidla, které tímto způsobem váží kationt kovu. Uvedené termíny 
pocházejí z řeckého slova znamenajícího klepeto, a tak velmi výstižně vyjadřují 
strukturu vzniklého komplexu (chelátu, Obrázek 4) (Morgan a Drew 1920). 
 
Obr. 4. Komplex železa s deferoxaminem 
 
Kalinowski a Richardson (2005), upraveno. 
 
Terapie chelátory představuje přímý přístup k řešení patologických stavů 
spojených s nadbytkem nebo akumulací kovu v organismu (Ding et al. 2011). Typicky 
je tento přístup v klinické praxi uplatňován u transfuzního přetížení železem a Wilso-
novy choroby (viz kapitoly 2.2.1. a 2.2.2.). V těchto případech je chelatační léčba zcela 
zásadní, prodlužující život pacientů (Ala et al. 2007, Flaten et al. 2012). Přehled 
v současnosti klinicky používaných chelátorů, včetně jejich významných charakteristik, 
je uveden v Tabulkách 4 a 5.  
Chelatační terapie však neznamená pouze vyvázání nadbytečného kovu a jeho 
odstranění z organismu – chelátory mohou regulovat redoxní cyklus přechodných kovů 






představují nástroj pro studium buněčných procesů souvisejících s transportem, 
uchováním nebo využitím přechodných kovů, na buněčné úrovni i úrovni celého 
organismu (Ding et al. 2011). Mimo uvedeného je třeba vzpomenout také využití 
chelatačních látek v případě intoxikací kovy (Chang a Rangan 2011, Aaseth et al. 
2014).  
V kontrastu s relativně omezeným počtem látek v klinické praxi je široká paleta 
sloučenin s chelatačními vlastnostmi zkoušena v řadě potenciálních terapeutických 
aplikací v experimentálních modelech nebo klinickém testování. Významné skupiny 
látek, které jsou předmětem současného výzkumu, uvádí Tabulka 6.  
Účinek chelátorů je ve své podstatě nespecifický, na rozdíl od naprosté většiny 
používaných léčiv, které farmakodynamicky působí na konkrétní cílovou strukturu. Pro 
pochopení účinku těchto látek je však třeba vycházet z patofyziologických poznatků 
o konkrétních onemocněních či poruchách, u nichž dochází buď k absolutnímu přetížení 
železem/mědí v organismu, nebo k dysbalanci těchto kovů, často s dokumentovaným 
zvýšením volněji vázané, tzv. labilní, chelatovatelné frakce kovu (Cabantchik 2014, 
Bandmann et al. 2015). Selektivní účinek chelátorů se v některých případech vysvětluje 
hypotézou, že snížení sérových koncentrací kovu inaktivuje v první řadě proteiny 
závislé na jeho vyšších hladinách, než které jsou zapotřebí pro základní buněčné 
procesy (Sen et al. 2002). U některých stavů navíc dochází k odlišným změnám 
v metabolismu kovů v různých kompartmentech (Squitti a Zito 2009, Kang 2011) 
a místo prosté chelatace je za výhodnější přístup považováno obnovení rovnováhy 
přechodného kovu (Ding et al. 2011, Delangle a Mintz 2012). Toxicita chelátorů 
vyplývá z několika faktorů, zejména inhibice enzymů závislých na železe/mědi, nízké 







Různé chelátory mají odlišné vlastnosti, které vedou k jejich specifickému užití 
za určitých okolností (Ding et al. 2011). Mezi významné aspekty patří především: 
1) Selektivita k centrálnímu kovu 
Ze struktury, konkrétně povahy jednotlivých donorových atomů, vyplývá nejen 
selektivita chelátoru k různým kovům, ale také k určitému oxidačnímu stupni daného 
kovu (Ding et al. 2011, Delangle a Mintz 2012, Aaseth et al. 2014). Jako příklady lze 
uvést velmi selektivní trientin a ethylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA), resp. její 
soli, mající vysokou afinitu k řadě dvojmocných a trojmocných iontů (Cooper 2012, 
Aaseth et al. 2014). Nedostatečná selektivita může vést k depleci některých 
fyziologicky důležitých kovů (Liu a Hider 2002). 
2) Stechiometrie a stabilita komplexu 
Komplexy, v nichž nejsou koordinační místa plně obsazená, jsou náchylnější 
k produkci toxického hydroxylového radikálu (Filipský et al. 2013, Merlot et al. 2013). 
Šestivazný chelátor deferoxamin tvoří stabilní komplex se železem v poměru 1:1 
a zabraňuje přímému přístupu peroxidu vodíku nebo kyslíku ke kovu, jenž se stává 
redoxně neaktivní (Kalinowski a Richardson 2005). Komplex deferipronu 
v mikromolárních koncentracích při pH 7 má stechiometrii 3:1 (deferipron:Fe) 
(Motekaitis a Martell 1991). Ve velmi zředěných roztocích však byly pozorovány 
cheláty s poměrem 1:1 nebo 2:1 (deferipron:Fe) a nekompletní koordinací železa, která 
dovoluje tvorbu ROS (Merlot et al. 2013). Tato skutečnost může přispívat k toxicitě 
deferipronu (Merlot et al. 2013). Na druhou stranu potenciace redoxního cyklu 
přechodného kovu může být příznivá při terapii nádorových onemocnění (Kalinowski 








3) Lipofilně-hydrofilní charakter 
Tato fyzikálně-chemická vlastnost určuje farmakokinetiku látky. Dostatečná 
lipofilita je tak zásadní například u chelatačních látek studovaných pro léčbu 
neurodegenerativních onemocnění (Budimir 2011). Vysoce polární povaha 
deferoxaminu znemožňuje jeho aplikaci perorální cestou (Callender a Weatherall 1980). 
Lipofilně-hydrofilní charakter chelátoru také může oběma směry ovlivnit absorpci 
přechodného kovu v gastrointestinálním traktu (Kontoghiorghes 1990).  
4) Vliv pH prostředí 
Kyselost či zásaditost prostředí může mít velký význam nejen pro 
farmakokinetické vlastnosti chelátoru, ale i vlastní účinnost vázání kovu. Je třeba 
uvažovat jak fyziologické rozdíly pH v různých orgánech či tkáních, tak poměry dané 
patologickými stavy, např. ischemií a nádory (Mladěnka et al. 2011). 
5) Metabolismus látky 
Některé látky podléhají intenzivní metabolické přeměně, ať již v játrech, 
gastrointestinálním traktu či jiných tkáních, což může mít vliv na chelatační vlastnosti 




Tabulka 4. Klinicky používané chelátory železa a jejich základní charakteristika 
Chelátor 












Desferal® (deferoxamin mesylát) 
- transfuzní hemosideróza 
- primární hemochromatóza se 
souběžným onemocněním 
vylučujícím flebotomii 
- akutní intoxikace železem 
kontinuální s.c. nebo 
i.v. infuze, podávání 
8-12 h 5-7 dní 
v týdnu, exkrece 
žlučí i močí,  






alergické a kožní reakce, 
infekce, krevní změny, zrakové 
a sluchové obtíže, syndrom 





- zvýšená zátěž železem u pacientů 
s thalassaemia major, u kterých je 
léčba deferoxaminem 
kontraindikovaná nebo nedostatečná 
p.o., 3x denně, 
především renální 
exkrece,  







agranulocytóza a neutropenie, 
deplece zinku, bolest svalů 
a kloubů 
Poznámky: 
1 přírodní látka izolovaná z bakterie Streptomyces pilosus (Brittenham 2011) 







Pokračování tabulky 4 
Chelátor 












- transfuzní hemosideróza 
- chronické přetížení železem 
u pacientů s talasemií nezávislou 
na podávání krevních transfuzí 
v případech, kdy je léčba 
deferoxaminem kontraindikovaná 
nebo nevhodná 
p.o., 1x denně, 
exkrece přednostně 




zvýšení hladin kreatininu, 




Cardioxane®, Cyrdanax®, Savene® 
(dexrazoxan hydrochlorid) 
- prevence chronické kumulativní 
kardiotoxicity způsobené 
anthracyklinovými antibiotiky 





















Tabulka 5. Používané chelátory mědi a jejich základní charakteristika 
Chelátor 












- chronická revmatická polyartritida 
- Wilsonova choroba 
- otrava těžkými kovy 
- sklerodermie 
- cystinurie s prokázanou tvorbou 
močových kaménků nebo při 
pokročilém stádiu onemocnění 






zvýšení její exkrece 
močí, indukce 
metallothioneinu 
četné a závažné; hypersenzitivní 
reakce, horečka, vyrážka, 
proteinurie, nefrotoxicita, 
suprese kostní dřeně, kožní 
obtíže, poruchy imunitního 
systému a pojivové tkáně; 






není v ČR registrován, v zahraničí 
používán2  
p.o., 2-4x denně 
chelatace především 
Cu2+ 
suprese kostní dřeně, 
proteinurie, jaterní sideróza, 
riziko počátečního zhoršení 
neurologických příznaků 
Poznámky: 
1 rozkladný produkt penicilinu (Abraham et al. 1943) 






Pokračování tabulky 5 
Chelátor 













p.o., 3x denně, 
exkrece žlučí 
tvoří komplex s mědí 
a proteinem; užíván 
s jídlem brání 
absorpci mědi, při 
užití mezi jídly je 
absorbován 
a chelatuje kov v krvi 
anemie a leukopenie, zvýšení 
hladin transaminas 
Poznámky: 
3 intenzivně zkoumán pro terapii nádorových onemocnění (Brewer 2014) 
Údaje použité v Tabulkách 4 a 5 byly čerpány z těchto zdrojů: Muijsers et al. (1984), Liu a Hider (2002), Cvetković a Scott (2005), Ala et al. (2007), 
Brewer (2009), Šimůnek et al. (2009), Brittenham (2011), Ding et al. (2011), Chang a Rangan (2011), Cooper (2012), Flaten et al. (2012), Kodama et 







Tabulka 6. Vybrané významné skupiny látek s chelatačním potenciálem v experimentálním nebo klinickém zkoušení 




kliochinol, PBT2, kloroxin měď, ale i zinek a železo 
neurodegenerativní a nádorová 
onemocnění,  
antimikrobiální účinky (kliochinol 

























Pokračování tabulky 6 







železo a měď 
přes celou řadu studií nejsou jejich možné 
kardiovaskulární účinky jednoznačně 
dokumentovány, s výjimkou účinků 
isoflavonoidů a podávání některých látek 








železo a měď 
kardiovaskulární účinky, kumarinová 
antikoagulancia v klinickém použití 
Údaje použité v tabulce byly čerpány z těchto zdrojů: de Kleijn et al. (2002), Kalinowski a Richardson (2005), Kokubo et al. (2007), Nicolaides et al. 
(2008), Mladěnka et al. (2010b), Ding et al. (2011), Schimmer (2011), Bareggi a Cornelli (2012), Eskici a Axelsen (2012), Merlot et al. (2013), 








3. Cíl práce 
Cílem disertační práce bylo provést screening látek chelatujících přechodné 
kovy železo a měď a současně hlouběji studovat vlastnosti těchto látek v in vitro a in 
vivo experimentech. Jelikož se jedná o velmi široké téma, byly vytyčeny následující 
dílčí cíle: 
• Provést rešerši literatury týkající se antioxidačních účinků kumarinů. 
• Vyvinout in vitro metodu pro screening chelatace a redukce iontů mědi. 
• Testovat chelatační, případně i redukční účinky vybraných látek přírodního a synte-
tického původu. 
• Pokračovat v práci skupiny ve studiu interakcí flavonoidů s ionty železa, tj. dokončit 
studium vztahu redukce iontů železa flavonoidy a jejich antioxidačních nebo pro-
oxidačních účinků. 
• Vyvinout in vitro metodu pro stanovení stechiometrie komplexu chelátoru s ionty 
železa. 
• Na in vivo modelu isoprenalinové kardiotoxicity studovat účinky premedikace látkami 






4. Recenzované odborné články publikované 
v časopisech s impaktním faktorem související 
s tématem disertační práce 
4.1.  Antioxidant effects of coumarins include direct radical scavenging, metal chelation 
and inhibition of ROS-producing enzymes 
4.2.  Novel method for rapid copper chelation assessment confirmed low affinity of 
D-penicillamine for copper in comparison with trientine and 8-hydroxyquinolines 
4.3.  In vitro evaluation of copper-chelating properties of flavonoids 
4.4.  Iron reduction potentiates hydroxyl radical formation only in flavonols 
4.5.  Mathematical calculations of iron complex stoichiometry by direct UV-Vis 
spectrophotometry 
4.6.  Oral administration of quercetin is unable to protect against isoproterenol 
cardiotoxicity 
4.7.  Is a highly linear relationship between the dose of quercetin and the 
pharmacological effect possible? – A comment on Liu, et al. Evaluation of antioxidant 
and immunity activities of quercetin in isoproterenol-treated rats. Molecules 2012, 17, 
4281-4291 




4.1. Antioxidant effects of coumarins include direct radical 
scavenging, metal chelation and inhibition of ROS-producing 
enzymes 
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ŘÍHA, M.; KARLÍČKOVÁ, J.; FILIPSKÝ, T.; MACÁKOVÁ, K.; ROCHA, L.; 
BOVICELLI, P.; PROIETTI SILVESTRI, P.; SASO, L.; JAHODÁŘ, L.; HRDINA, R.; 
MLADĚNKA, P. In vitro evaluation of copper-chelating properties of flavonoids. RSC 
Advances. 2014, 4(62), 32628-32638.  









































































4.4. Iron reduction potentiates hydroxyl radical formation 
only in flavonols 
MACÁKOVÁ, K.; MLADĚNKA, P.; FILIPSKÝ, T.; ŘÍHA, M.; JAHODÁŘ, 
L.; TREJTNAR, F.; BOVICELLI, P.; PROIETTI SILVESTRI, I.; HRDINA, R.; SASO, 
L. Iron reduction potentiates hydroxyl radical formation only in flavonols. Food 
Chemistry. 2012, 135(4), 2584-2592. 





































































4.5. Mathematical calculations of iron complex stoichiometry 
by direct UV-Vis spectrophotometry 
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5. Souhrnný komentář k publikacím zahrnutým 
v disertační práci 
Disertační práce je předkládána jako soubor sedmi prací publikovaných 
v recenzovaných odborných časopisech s impaktním faktorem, z nichž jedna 
představuje přehledový článek, jedna komentář k publikované studii a ostatní jsou 
původními experimentálními pracemi. 
Uvedené publikace tvoří komplexní soubor prací, na různé úrovni se zabývající 
problematikou chelátorů přechodných kovů železa a mědi. Předložená práce navazuje 
na předchozí studie uskutečněné v rámci dlouhodobého výzkumu realizovaného 
skupinou Kardiovaskulární a respirační farmakologie a toxikologie. Vzhledem k úzké 
spolupráci s Katedrou farmaceutické botaniky a ekologie a klinickému významu jsou 
předmětem zájmu zejména přírodní látky ze skupiny kumarinů a flavonoidů. 
Mimo rešeršní práce, týkající se antioxidačního působení kumarinů (publikace 
4.1.), a komentáře k článku (publikace 4.7.) se jedná o in vitro a in vivo studie, které 
zahrnují: 
- vývoj metodiky pro screening chelátorů mědi, včetně zhodnocení jejich redukční 
schopnosti (publikace 4.2.), 
- vlastní screening chelatační, popřípadě i redukční aktivity vůči mědi u látek 
syntetického či přírodního původu, s důrazem na vztahy mezi strukturou a účinkem 
(publikace 4.2. a 4.3.), 
- testování schopnosti flavonoidů redukovat ionty železa a ovlivnit tvorbu volných 




- studium stechiometrie komplexů vybraných látek se železem, včetně vývoje nové 
metodiky pro její stanovení (publikace 4.5.), 
- komplexní zhodnocení vlivu perorální premedikace kvercetinem na akutní poškození 
kardiovaskulárního systému vyvolané isoprenalinem (publikace 4.6.). 
Chelátory železa a mědi mají kromě úzkého, avšak významného uplatnění 
v současné klinické praxi celou řadu potenciálních aplikací, jež jsou předmětem 
rozsáhlého výzkumu. Z tohoto důvodu je žádoucí jednak vyhledávat nové látky 
chelatující přechodné kovy, jednak blíže objasňovat další vlastnosti mající vztah k jejich 
výslednému účinku.  
Podle výsledků předchozí in vitro studie jsou kumariny s určitými strukturními 
předpoklady účinné chelátory železa (Mladěnka et al. 2010a). Podle dostupné literatury 
se kromě přímého zhášení reaktivních forem kyslíku a dusíku (RONS) a inhibice 
enzymů produkujících RONS (xantinoxidasa, lipoxygenasa a další) na antioxidačním 
působení kumarinů podílí právě chelatace přechodných kovů. Většina prací studovala 
interakci kumarinů se železem, a to nepřímo, ovlivněním oxidačního stresu navozeného 
přechodným kovem. Strukturní požadavky pro zhášení RONS i chelataci kovů jsou 
obdobné – ideální uspořádání představuje 6,7- nebo 7,8-dihydroxysubstituce. Především 
u takto substituovaných kumarinů je dokumentována i významná schopnost redukovat 
přechodné kovy, což je mnohdy považováno za podklad antioxidačního působení. 
V reálných podmínkách však může být efekt přesně opačný, prooxidační, v důsledku 
podpory redoxního cyklu přechodného kovu. Obdobný efekt vykazuje katecholová 
skupina i v případě námi testovaných flavonoidů (viz dále).  
Pro svoji rychlost, jednoduchost a přesnost je vyvinutá spektrofotometrická 
metodika využívající bathokuproindisulfonát vhodná pro screening chelátorů mědi 




redukce mědi, takže dovoluje komplexněji zhodnotit interakci látky s kovem. Oproti 
hojně využívané přímé spektrofotometrii vyjadřuje toto nepřímé stanovení kompetici 
mezi testovanou látkou a indikátorem, která vypovídá o schopnosti látky udržet kov 
v redoxně neaktivní formě. V některých případech je možno na základě získaných dat 
odhadnout stechiometrii komplexu. Metoda byla validována pro spektrum pH odrážející 
fyziologické i patofyziologické poměry v organismu (pH 4,5-7,5). Přístup s použitím 
odlišného indikátoru, hematoxylinu, je vhodný zejména pro základní screening 
chelatační aktivity u měďnatých iontů, neboť se jedná o slabě kompetitivní prostředí, 
a v případě účinného chelátoru také může sloužit k odhadu stechiometrie komplexu. 
Uvedenými metodami byly zkoušeny látky používané jak v klinické praxi 
(D-penicilamin, trientin), tak experimentálně (skupina 8-hydroxychinolinů). Testováno 
bylo také celé spektrum flavonoidů napříč jednotlivými skupinami. Za povšimnutí jistě 
stojí za studovaných podmínek poměrně slabá chelatační aktivita D-penicilaminu 
v porovnání s ostatními látkami, zejména kliochinolem, kloroxinem a EDTA. Vyjma 
kyselého prostředí vykázal vysokou účinnost trientin. Pozorovaná vysoká redukce mědi 
D-penicilaminem souvisí s jeho mechanismem účinku při terapii Wilsonovy choroby 
(Peisach a Blumberg 1969).  
Flavonoidy tvoří velmi rozsáhlou skupinu přírodních látek s komplexním 
působením na lidské zdraví. Diskutované jsou zejména kardiovaskulární účinky, na 
nichž se jistou měrou podílí i interakce s přechodnými kovy (Mladěnka et al. 2010b). 
Ve slabě kompetitivním prostředí je schopna chelatovat ionty mědi většina námi 
testovaných flavonoidů, pouze některé flavony a flavonoly však chelatovaly měď 
v silně kompetitivním prostředí. Lze konstatovat, že strukturní prvky flavonoidů 
důležité pro chelataci mědi se neliší významně od těch, které byly zjištěny v případě 




základního kruhu, nejúčinnější uspořádání reprezentují 3-hydroxy-4-ketoskupina 
u flavonolů a 5,6-dihydroxy- či 5,6,7-trihydroxyskupina u flavonů. Na druhou stranu 
katecholový kruh B (3´,4´-dihydroxyskupina) vykázal pouze slabou aktivitu. Jeho 
význam navíc klesal se vzrůstající kyselostí prostředí a v některých případech tato 
skupina ovlivnila účinek negativně. Na rozdíl od kyselého prostředí, v němž 3-hydroxy-
flavon, kempferol a částečně baikalein byly účinnější než trientin, žádný ze zkoušených 
flavonoidů nepřekonal trientin v přibližně neutrálním nebo mírně kyselém pH. 
Flavonoidy s vhodnými strukturními znaky tak mohou mít vliv nejen na pato-
fyziologické procesy v organismu, ale vzhledem k jejich nezanedbatelné přítomnosti 
v lidské stravě také na metabolismus přechodných kovů, zejména absorpci. Ačkoliv 
přesný mechanismus průniku iontů mědi do enterocytů není zcela objasněn, 
předpokládá se nutnost redukce měďnatých iontů za účasti metaloreduktas nebo složek 
potravy (van den Berghe a Klomp 2009). Byl též dokumentován pozitivní vliv kyseliny 
askorbové na absorpci mědi (Lee et al. 2002). Výsledky ojedinělých studií týkajících se 
flavonoidů jsou poněkud rozporuplné (Říha et al. 2014). Nezbytný faktor, který je třeba 
brát v potaz, je metabolismus flavonoidů při jejich perorálním podání či konzumaci 
(Manach a Donovan 2004). 
Flavonoidy mohou působit prooxidačně (Sakihama et al. 2002, Procházková 
et al. 2011). V další studii jsme se proto zabývali hodnocením redukčního účinku 
flavonoidů vzhledem k železu a jejich vlivu na železem katalyzovanou Fentonovu 
reakci. Výhodou použité ferrozinové metody ve stanovení redukční aktivity je použití 
různých koncentračních poměrů testované látky a kovu, do výsledné křivky se totiž 
promítne i chelatační působení látky. To je rozdíl od hojně používané metody FRAP 
(z angl. ferric reducing antioxidant power). Významná redukce kovu byla zjištěna pouze 




kruhem B. Z této skutečnosti vyplývá potenciální vliv takových látek na absorpci železa 
v tenkém střevě, neboť železo musí být redukováno pro transport do enterocytu, 
uskutečněný DMT1 (Ganz 2013). Zajímavě s ohledem na klinickou praxi se jeví 
především flavanoly s výraznou redukcí při pH 5,5 a neutrálním vlivem na Fentonovu 
reakci. Zatímco standardní chelátor železa deferoxamin inhiboval Fentonovu reakci 
v závislosti na koncentraci v souladu s jeho chelatačními vlastnostmi, některé 
flavonoidy působily jako účinné antioxidanty pouze při velmi nízkých koncentracích, 
ale působily neutrálně nebo dokonce prooxidačně při koncentracích vyšších. Morin 
a rutin vykázaly progresivně prooxidační působení. Následky v reálném biologickém 
systému jsou tedy obtížně predikovatelné. Látky podporující oxidační stres by však 
mohly mít potenciální využití v léčbě nádorových onemocnění (viz kapitola 2.2.5.).  
Stechiometrie komplexu patří mezi jeho základní charakteristiky a její znalost 
má význam pro klinické uplatnění chelátoru. Na základě kompetitivních chelatačních 
experimentů lze za určitých okolností odhadnout stechiometrii vytvořeného komplexu. 
Její stanovení je však, mimo jiných metod (Fernandez et al. 2002), možné na základě 
měření absorpčních spekter látek a jejich odpovídajících komplexů s kovy v ultrafialové 
a viditelné oblasti. Přestože je takový postup poměrně dlouho znám – jedná se o metodu 
kontinuální variace, tzv. Jobovu metodu (Job 1928) – zejména u látek přírodního 
původu stechiometrie není mnohdy známa nebo jsou údaje nejednoznačné. Je to 
zejména z důvodu, že tyto látky nejsou většinou silnými chelátory přechodných kovů. 
V naší práce jsme se zaměřili na vývoj nového přístupu, jehož základní rozdíl oproti 
Jobově metodě tkví ve skutečnosti, že všechny vzorky obsahují stejnou koncentraci 
kovu a mění se pouze koncentrace testované látky. Pro případy malého rozdílu 
absorpčního maxima mezi látkou a odpovídajícím komplexem byly vytvořeny 




validovány na deseti látkách se známou schopností chelatovat železo. Metoda je 
výhodná zejména pro stanovení stechiometrie právě u látek se středně silnou afinitou 
k železu, umožňuje navíc odhalit změny ve stechiometrii komplexu v závislosti na 
koncentraci chelátoru. 
Látky schopné chelatovat přechodné kovy mohou mít příznivý vliv na 
ischemické poškození myokardu a některé modelové studie tento efekt potvrdily (viz 
kapitola 2.2.4.). Vzhledem k možnému prooxidačnímu působení je výsledný účinek 
flavonoidů na ischemickou tkáň nejasný. Experimentálně je již mnoho let používán 
model katecholaminové kardiotoxicity, který v mnoha aspektech připomíná akutní 
infarkt myokardu u lidí (Rona et al. 1959). Tímto in vivo modelem se naše výzkumná 
skupina v minulosti do detailu zabývala (Filipský et al. 2012). Z důvodu publikovaného 
velmi příznivého působení kvercetinu na akutní kardiotoxicitu vyvolanou isoprenalinem 
(Prince a Sathya 2010), která ovšem nemá jasné mechanistické opodstatnění, jsme 
provedli studii v základních rysech shodnou s touto prací. Potkani Wistar:Han byli 
premedikováni kvercetinem po dobu sedmi dnů gastrickou sondou (kumulativní dávka 
70 mg.kg-1). Kvercetin však v žádném z hlavních aspektů nebyl schopen ochránit 
kardiovaskulární systém před akutním poškozením (uvolnění srdečního troponinu T, 
pokles tepového objemu, elevace QRS-T junkce, histologické vyšetření). Pozorován byl 
pouze příznivý vliv flavonolu na isoprenalinem zvýšený end-diastolický tlak v levé 
komoře a efekt na hladké svalstvo cév – kvercetin v kontrolní skupině snížil odpověď 
aorty na vazokonstrikční působení noradrenalinu. Nelze tedy vyloučit, že kvercetin (či 
jeho metabolity) tak může (mohou) mít potenciální význam při srdečním selhání nebo 
zejména u arteriální hypertenze. Za povšimnutí také stojí, že samotná aplikace 
rozpouštědla v kontrolní skupině zcela zabránila mortalitě způsobené isoprenalinem 




Zatloukalová et al. 2012). Je potřeba také zdůraznit, že v této oblasti bylo publikováno 
mnoho studií, ale bohužel nelze vždy potvrdit, zda se zakládají jen na reálných 
výsledcích. Naše skupina podrobila nedávno kritice jednu práci týkající se kardio-
protektivního účinku třicetidenní premedikace kvercetinem a zjistila velmi pochybné 
aspekty, které uznala i redakční rada časopisu Molecules (Liu et al. 2012). Autoři 
článku ovšem na výzvu redakce nereagovali. Proto byly provedeny i další práce, které 
mají do dané problematiky vnést více světla. Naše skupina totiž v minulosti prokázala, 
že flavonoid rutin při i.v. podání může naopak zhoršovat katecholaminovou 
kardiotoxicitu (Mladěnka et al. 2009b). Tyto výsledky byly nedávno znovu prověřeny 
naší skupinou s cílem analyzovat mechanismus pozorovaného toxického působení. 
V současné době jsou uvedené výsledky v recenzním řízení. Navíc je velmi zajímavé 
zhodnotit účinky D-penicilaminu na daný model kardiotoxicity, zejména s ohledem na 
zjištění překvapivě nízké chelatační účinnosti této látky vůči mědi. V současné době 





6. Podíl kandidáta na jednotlivých publikacích 
4.1. Antioxidant effects of coumarins include direct radical scavenging, metal 
chelation and inhibition of ROS-producing enzymes 
- rešerše literatury týkající se chelatace a redukce železa a mědi kumariny, sepsání této 
kapitoly rukopisu 
 
4.2. Novel method for rapid copper chelation assessment confirmed low affinity of 
D-penicillamine for copper in comparison with trientine and 8-hydroxyquinolines 
- provedení většiny experimentů týkajících se jak vývoje metodik, tak vlastních 
chelatačních a redukčních pokusů 
- zpracování a analýza dat 
- příprava manuskriptu 
 
4.3. In vitro evaluation of copper-chelating properties of flavonoids 
- provedení podstatné části experimentů 
- zpracování a analýza dat 
- příprava rukopisu 
 
4.4. Iron reduction potentiates hydroxyl radical formation only in flavonols 
- podíl na zpracování dat 
- účast na finalizaci rukopisu 
 
4.5. Mathematical calculations of iron complex stoichiometry by direct UV-Vis 
spectrophotometry 
- provedení části experimentů 




4.6. Oral administration of quercetin is unable to protect against isoproterenol 
cardiotoxicity 
- hlavní podíl na provedení in vivo experimentů, včetně aplikace léčiv, měření 
hemodynamických parametrů a odběrů vzorků, kromě kinetické analýzy metabolitů 
kvercetinu, histologické analýzy a experimentů s izolovanou cévou 
- zpracování a analýza většiny dat 
- příprava podstatné části manuskriptu 
 
4.7. Is a highly linear relationship between the dose of quercetin and the 
pharmacological effect possible? – A comment on Liu, et al. Evaluation of 
antioxidant and immunity activities of quercetin in isoproterenol-treated rats. 
Molecules 2012, 17, 4281-4291 





7. Použité zkratky 
3-AP 3-aminopyridin-2-karbaldehyd-thiosemikarbazon 
CYBRD1 duodenální cytochrom-b-reduktasa 1 
DMT1 transportér pro dvojmocné kovy, z angl. divalent metal transporter 1 
EDTA  ethylendiamintetraoctová kyselina 
Fe-Tf transferin 
hCTR human copper transporter 
HIF hypoxia inducible factor 
IRE iron-responsive element 
PIH pyridoxal-isonikotinoylhydrazon 
RONS  reaktivní formy kyslíku a dusíku, z angl. reactive oxygen and nitrogen 
species 
ROS  reaktivní formy kyslíku, z angl. reactive oxygen species 
Steap six-transmembrane epithelial antigen of the prostate 
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Chelátory železa a mědi, kromě zásadního postavení v terapii přetížení 
organismu těmito kovy, představují skupinu látek s relativně širokým terapeutickým 
potenciálem. Nalézat nové chelátory s vhodnými vlastnostmi je tedy žádoucí. Dílčí 
závěry práce jsou následující: 
• Významný podíl na biologických účincích kumarinů má jejich schopnost 
interagovat s oběma přechodnými kovy, přičemž nejvyšší aktivita je spojena s 6,7- 
a 7,8-dihydroxysubstitucí. 
• Vyvinutá spektrofotometrická in vitro metoda pro stanovení chelatace a reduk-
ce iontů mědi byla použita pro screening účinků u řady přírodních a syntetických látek. 
Zatímco D-penicilamin vykázal poměrně slabou afinitu k mědi a vysoký redukční 
potenciál, mezi flavonoidy byly nalezeny látky se silným chelatačním potenciálem, a to 
i v kyselém prostředí. Tyto přírodní látky mají komplexní interakce s přechodnými 
kovy, neboť v závislosti na struktuře je mohou i redukovat, zejména za nízkého pH 
prostředí, a/nebo podpořit tvorbu volných radikálů.  
• Pomocí nového přístupu na bázi přímé spektrofotometrie a s použitím 
matematických výpočtů byla ověřena stechiometrie komplexu několika látek. 
S výhodou může být tento přístup využit u látek slaběji vázajících kov.  
• Komplexnímu kardiotoxickému působení isoprenalinu na in vivo modelu 
nebyla schopna zabránit perorální premedikace kvercetinem, přes jeho dokumentované 
interakce s přechodnými kovy. Byly však pozorovány účinky flavonolu na hladké 




Nové poznatky shrnuté v disertační práci, včetně vyvinutých in vitro metod, by 
měly přispět k dalšímu výzkumu v této oblasti, pochopení dopadu přírodních látek na 
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